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上井
Labeled antibody enzyme method と unlabeled 
antibody enzyme method 
免疫組織学の分野で用いられる酵素抗体法は抗体に 
peroxidaseを bifunctionalreagentによって標識して
から切片内の抗原と反応させ，その peroxidaseの方を
染色することによって抗原の局在を観察しようとする方
法で Nakaneand piercel)等が開発した。 この方法は
抗体を peroxidaseで標識するので labeledantibody 
enzyme methodと呼ばれる。これには研究目的とする
抗原に対する抗体に直接 peroxidaseを標識して，切片
内の抗原と反応させる直接法(図 1-A) と切片内の研
究目的とする抗原をまずこの抗原に対する非標識抗体で
反応させ，次に peroxidaseを標識した抗体で、反応させ
る間接法(図 1-B)とがある。これに対して Sternbe-
の1-B)は間接法(図3)4)1.Masonet al.l)やrger et a
標識した抗体の代りに peroxidaseに対する抗体と per-
oxidaseを用いて抗原の局在を調べる方法を発表した。
この方法は次の 4つの Stepからなっている(図 1-C)。 
Step 1，研究目的の抗原に対する抗血清 (pri1l1ary 
an tiseru1l1)で切片を反応させる。 
Step 2，pri1l1ary antiseru1l1の IgGに対する抗血清
で反応させる。 
Step 3，peroxidaseに対する抗体 (primaryan tis-
erumと同じ種類の動物で作る)で反応させる。 
Step 4，peroxidaseを反応させ，発色する。
この方法では抗体を peroxidaseで標識しないので 
unlabeled antibody enzyme methodとl呼ばれる。 
Unlabeled antibody enzyme methocl の利点は標識に
よって起る非特異的反応をさけることができること，標
識操作による抗体の損失を防げること，および標識され
なかった抗体による染色性の低下を防げることである。 
Peroxidase anti-peroxidase (PAP) method 
前述のような unlabeleclantibocly enzyme method 
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(図 1-C)では Step3で peroxiclaseに対する抗血清
そのものを用いた場合 peroxidaseに対する抗体以外の 
IgGもまた Step 2の IgGcomplexと反応するので
染色効果が低下することは明らかで， peroxidase に対
する抗体のみを精製して使用するのが望ましいわけで、あ
る。しかしながら精製した peroxidaseに対する抗体は〆 
immunoabsorbent法で、は収量はわずかに 2%であり，
しかも得られた抗体は親和性の低いものであった叱 そ
こで Sternberger等5)はこれらの不便さを Step 3と 
Step 4の代りに solubleperoxidase anti-peroxidase 
(antigen-antibody) (PAP) complexを用いる(図 1-
D)ことで解決した。 PAP法もまた unlabeledanti-
body enzyme methodである。 PAPは図 1-Dの様な
五角形で 2つの antiperoxidasesubunitと3つの per-
oxidase subtnitからなっていて， 分子量は 432，000，
直径はおよそ200Aである。 PAPは peroxidaseに対
する抗体に peroxidaseを加えて出来る沈澱 lとみ過剰の 
peroxidaseを加えることによって溶解させ， 精製して
作るが，現在では PAPは市販されている。このように
して出来た PAP内の peroxidaseに対する抗体は Step 
2の IgGcomplexと反応する。 PAP法では labeled 
antibody enzyme method にみられる標識されなかっ
た抗体による染色性の低下は PAPの精製によって防止
できるのでそれだけ鋭敏になっている。また PAP法の
特徴は backgroundの少ないことで， これは三段階の
それぞ、れ特異的な反応によっている。 
PAP法の実際例
次に PAP法の一例を示す。これは Catechol-O・met・ 
hyltransferase (COMT)の局在を調べたもので(写真 
2 E) 6)，研究目的とする抗原によって，固定液，固定時
間，反応時間などを多少変えていく必要がある。 
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I~I 1. 	 labeled antibocly enzyme methodと unla-
belecl antibody enzyme methodの模式1loL<
A、 labeledantibocly enzyme methocl の
直接法B，labeled antibody enzyme method 
の間接法、 C，unlabelecl antibody enzyme 
method，D P AP method. PO，peroxidase 
2) パラフィン包埋，パラフィ切片の作製，脱ノξラフ
ィン後 PBSで切片を洗う。 
3) 0.005 M periodic acidに10分間浸し，その後 
PBSで洗う。 
4) sodi um borohydride (10mg/ml PBS)に10分間
浸し，その後 PBSで洗う。 
5) 3 % normal goat serumで30分間洗う。 
分(1000に対するウサギ抗血清COMT 1. Step6) 
のlに PBSで希釈)を 40Cで24時間反応させ， その
後 PBSでよく洗う。 
7) Step 2 Goat antirabbit IgGで30分間反応さ
せ，その後 PBSでよく洗う。 
Inc.) (10 ，P AP (rabbit) (Polysciences 3. Step8) 
分の 1に PBSで希釈)で45分間反応させ，その後 PBS
でよく洗う。 
9) peroxidase反応液 (0.05%diaminobenzidine 
and 0.01 % H202 in O. 05M Tris bu妊er，pH 7.6)で 
5分間 incubateする。 
10)水道水で 2.-3回水洗し，脱水， キシロール透
徹，封入する。
対照としては隣接切片を Step2を除いたもの， COMT
に対する抗血清の代りに normalrabbit serumかある
いは抗血清から COMT の抗体を取り除いたもので同
様にして染めた(写真2C)O 3) 4) 5)の操作は endo・ 
genous peroxidaseの活性をおさえ， 非特異的な染色
を減少させるためであるめ8)9)0 
PAPは電子顕微鏡のレベルでは特異的な五角形のも
のとして認められるが5川町 PAPは分子量が大きく，
組織内への浸透が悪いので，樹脂包埋前に染める場合は
浸透性を良くする工夫と切片の極く表面のみを使う必要
がある9)11)。樹脂包埋によって抗原性を失わないもので
は，包埋後，超薄切片を作り， PAP法で染めることが
できる10況の13)0 
PAP法は鋭敏さにおいて， labeled antibody enzyme 
n~ethod， immunofluorescence，radioimmunoassayよ
りすぐれ5)14)15)，backgroundも少かく，また PAPも 
Polysciencesと Milesから販売されているので，入手
も容易である。 PAP法が免疫組織学の分野において有
用性の高い方法と思われるのでここに紹介した。
文 献 
1) Nakane，P. K. and Pierce，G. B.: Enzyme-
labeled antibodies: preparation and applica-
tion for antigen localization. J. Histochem 
Cytochem 14，929-931，1966. 
2) Sternberger，L. A. and Cuculis，J.J.: Me-
109 免疫組織学 -Sternbergerの Peroxidaseantiperoxidase (PAP)法 
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